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研究成果の概要（和文）：マウスの破骨細胞前駆細胞にオキシトシンを加えて破骨細胞形成への影響を検討し
た。破骨細胞出現数はオキシトシン添加培養細胞にて有意に増加することはなかった。続いてマウスの上顎第一
臼歯に矯正力をかけオキシトシンを投与したが影響は認められなかった。さらに、矯正力を加えた際の破骨細胞
の破骨細胞分化マーカーのmRNAを定量した。その結果、オキシトシン投与によって有意差を認めるマーカーはな
かった。これらのことからオキシトシンが破骨細胞分化と矯正力による破骨細胞分化に影響しない可能性が示唆
された。しかしながら歯周病や骨粗しょう症などの病理学的環境下では影響を及ぼす可能性あると考えてさらに
研究を進めている。

研究成果の概要（英文）：The effect of oxytocin on osteoclastogenesis was examined by adding oxytocin
 to mouse osteoclast progenitor cells. The number of osteoclasts was not increased significantly by 
oxytocin. Oxytocin was then applied to the mice whose maxillary first molar was applied with an 
orthodontic force, but no effect was observed. In addition, mRNA for osteoclast differentiation 
markers was quantified in osteoclasts when orthodontic force was applied. The results showed that no
 marker was significantly different by oxytocin administration. These results suggest that oxytocin 
may not affect osteoclast differentiation induced by orthodontic force. However, we believe that it 
may have an effect in pathological settings such as periodontal disease and osteoporosis, and we 
plan to further study osteoclastogenesis under such conditions.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
オキシトシンは下垂体後葉から分泌されるペプチドホルモンであり、これまでに骨量の維持に寄与し破骨細胞分
化形成に影響することなどが報告された。しかし、オキシトシンが矯正力による歯の移動に与える影響について
はわかっていなかった。本研究結果において、オキシトシンは破骨細胞分化形成に直接的に与える影響は認めら
れなかった。また矯正力による歯の移動にも影響を認めなかった。これらのことからオキシトシンは直接的に矯
正治療に及ぼす影響はないものと思われる。オキシトシンは精神性ストレスと関連するといわれるホルモンであ
るので、ストレス因子の一つが矯正治療に影響しないことが示唆された。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
矯正治療は骨リモデリングを利用した治療法であることから、骨の代謝に関連する因子につい
ての研究が重要である。オキシトシンは下垂体後葉から分泌されるペプチドホルモンであり、こ
れまでに骨量の維持に寄与し破骨細胞分化形成に影響することなどが報告された。しかし、オキ
シトシンが矯正力による歯の移動に与える影響についてはわかっていない。そこでその関係を
調べて下垂体ペプチドホルモンが矯正力による歯の移動へ与える影響を調べることは重要であ
る。本研究は、オキシトシンが破骨細胞分化形成に与える影響およびメカニズムの解明を目指す
基礎的研究であるとともに、矯正治療の新たな治療戦略の構築に寄与することが期待される。 
 
２．研究の目的 
下垂体ペプチドホルモンであるオキシトシンが矯正力による歯の移動への影響について調べる
ことである。 
 
３．研究の方法 
(１）C57BL6/J, 8 週齢雄マウス骨髄由来の初代破骨細胞は以下のように培養した。骨髄を脛骨
と大腿骨から流し、赤血球溶解バッファー（150mM 塩化アンモニウム、10mM 炭酸水素カリウム、
0.1mM エチレンジアミン四酢酸（ethylenediaminetetraacetic acid、EDTA） pH7.4）で処理し、
100mm ディッシュで 37℃、M-CSF、5％FBS、1％ペニシリン-ストレプトマイシンを含むαMEM で
一夜培養した。翌日、浮遊細胞を回収し、マルチウェル組織培養プレートに 10万細胞/cm2 の密
度で再プレートした。残った非接着細胞は、播種から 48 時間後に廃棄した。その後、付着した
骨髄マクロファージを 20ng/mL RANKL で 4日間刺激し、成熟破骨細胞を生成させた。細胞増殖培
地は 2日おきに交換した。6日目に、酒石酸抵抗性酸性フォスファターゼ（Tartrate-Resistant 
Acid Phosphatase, TRAP）染色を行い、破骨細胞の同定を行った。染色液は Naftol AS-MX 
phosphate（Sigma, St Louis, Mo）、N、N-ジメチルホルムアミド、0.2M 酢酸バッファーおよび
酒石酸ナトリウム二水和物に蒸留水を加えて攪拌し、濾過したものを使用した。核はヘマトキシ
リンで染色した。 
(２）実験動物として、11週齢の雄の C57BK/6J マウス（SLC 静岡、日本、体重：26.1±0.8 g）
を使用した。マウスはコロニールーム内のプラスチックケージに収容し、標準的なペレット食と
水を自由に摂取させた。すべての処置は、0.75-mg/kg メデトミジン（ドミトール、ゼノアック、
福島、日本）、4-mg/kg ミダゾラム（サンド、東京、日本）および 5-mg/kg 酒石酸ブトルファノ
ール（明治製菓、東京、日本）を腹腔内投与して全身麻酔下で実施された。マウスの上顎第一臼
歯－切歯間にコイルスプリングを装着して、矯正力による歯の移動実験モデルを使用した。オキ
シトシンを腹腔内投与し、上顎第一臼歯に矯正力をかけた。3，7，14 日にマイクロ CT（リガク
r_mCT, 60 kV, 100 mA, 2 min, 解像度 20 μm）を撮影し、i-view(モリタ製作所)で撮像し、歯
の移動量を計測した。 
(３）オキシトシン（Anygen Co., Ltd.和光純薬）10 nM を 200μlの生理食塩水に溶解し、ツベ
ルクリン用注射器（1ml テルモシリンジ、26G）で腹腔内投与し、その後７日間上顎第一臼歯に
矯正力をかけた。歯の移動後、上顎第一臼歯部周辺組織より採取した組織を液体窒素で凍結し、
ステンレス乳鉢で粉砕後、全RNAを精製しqRT-PCRを行い破骨細胞分化因子のmRNAを定量した。
調べた因子は TRAP、NFATc1（Nuclear factor of activated T-cells, cytoplasmic 1）および
DC-STAMP（Dendritic Cell-Specific Transmembrane Protein）である。プライマーは TRAP の順
鎖が 5′-CACTCCCACCCTGAGATTTGT-3′逆鎖が 5′-CATCGTCTGCACGGTTCTG′3′を用いて、NFATc1 
は順鎖に 5′-GGGTCAGTGTGACCGAAGAT-3′、逆鎖に 5′-GGAAGTCAGAAGTGGGTGGA-3′、DC-STAMP に
は順鎖に 5′-TCCTCCATGAACAAACAGTTCCAA-3′、逆鎖に 5′-AGACGTGGTTTAGGAATGCAGCTC-3′、コ
ントロールのハウスキーピング遺伝子としてグリセルアルデヒド-3-リン酸デヒドロゲナーゼ
（ GAPDH ： Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase ， GAPDH) の 順 鎖 に 5 ′ -
AACTTTGGCATTGTGGAAGG-3′、逆鎖に 5′-ACACATTGGGGGTAGGAACA-3′を用いた。GAPDH をもとに各
値を標準化した。 
 
４．研究成果 
(１）培養細胞実験において破骨細胞形成に対するオキシトシンの直接作用の解析を行った。骨
髄マクロファージを 20ng/mL RANKL で 4日間刺激し、成熟破骨細胞を誘導した。細胞増殖培地は
2日おきに交換し、6日目に、TRAP 染色を行い、破骨細胞の同定を行った。この培養液中に 1 μ
M, 10 μM, および 100 μM のオキシトシンを添加し影響をみた。その結果、RANKL 刺激により
TRAP 陽性多角細胞（破骨細胞）は 17.5±3.5 個／視野みられた。それに対しオキシトシン添加
培養細胞においての破骨細胞数は、1 μMにおいて 18.3±4.6 個／視野, 10 μMにおいて 19.2
±5.5 個／視野, および 100 μM において 17.5±3.5 個／視野であった。オキシトシン非添加の



コントロールに比較して、オキシトシンを添
加したときの破骨細胞数は有意に増加する
ことはなかった（図１）。 
 
(２）オキシトシンが矯正力による歯の移動
に与える影響を解析した。マウスの上顎第一
臼歯－切歯間に 10 cN の Ni-Ti 超弾性クロ
ーズドコイルスプリングを装着して、矯正力
による歯の移動実験モデルとした。200μl
の生理食塩水に溶解したオキシトシン 10、
100、1000μM／kg を腹腔内に毎日投与した。
3，7，14 日にマイクロ CTを撮影し歯の移動
量を計測した。その結果、3日においてコン
トロールで 54±5.8 μm であり、実験群に
おいて 45±5.9μm であった。7 日において
コントロールで 84±14.5 μmであり、実験
群において 95±9.3μm であった。12 日にお
いてコントロールで 184±58 μm であり、実
験群において 195±79μm であった。両群と
もに経時的な歯の移動量の増加が認められ
たが、両群の間に有意差を認めなかった（図
２、点線：コントロール群、実線：実験群）。 
 
(３）さらに、オキシトシンが矯正力を与えた
歯周組織で発現する因子を調べた。オキシト
シン 1000μM／kg（1007 ㎎／kg）を毎日腹腔
内投与し、７日間上顎第一臼歯に 10g の矯正
力をかけた。歯の移動後、上顎第一臼歯部周
辺組織より採取した組織を凍結・粉砕後、
total RNA を精製し qRT-PCR を行い mRNA を
定量した。破骨細胞の分化因子である NFATc-
1, TRAP, およびDC-STAMPをプライマーとし
て用いた。その結果、オキシトシン投与群において矯正力を負荷することにより各因子は有意な
増加傾向を認めた。矯正力非負荷群に比較して、TRAP においてオキシトシン非添加群（対照群）
で 2.3±0.4 倍の増加を認め、オキシトシン添加群（実験群）において 2.6±0.5 倍の増加を認め
たが、両群の間に有意差を認めなかった。DC-STAM については、オキシトシン非添加群で 2.0±
0.6 倍の増加を認め、オキシトシン添加群において 2.2±0.5 倍の増加を認めたが、両群の間に
有意差を認めなかった。さらに NFATc1 においては、オキシトシン非添加群で 2.3±0.4 倍の増加
を認め、オキシトシン添加群において 2.6±0.5 倍の増加を認めたが、両群の間に有意差を認め
なかった（図３）。 
本研究で用いた方法は、骨髄細胞を M-CSF と RANKL で破骨細胞を誘導するという一般的な方
法である。また、マウスの矯正治療モデルについても一般的な方法である。両方とも比較的生理
的な条件下での実験モデルといえる。そこにオキシトシンを投与しても影響を及ぼすことがな
かったのは、生理的な条件下であったことが要因かもしれない。病理学的な条件下である炎症や
骨粗しょう症などの条件下では影響を及ぼす可能性があると考えて、さらに研究を進めている。 
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